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Pathogen itätsspezif ische Identif izierung von Pseudomonas 
syri ngae pv. syringae- lsolaten durch Serolog ie und RFLP-Analyse 
Pathogenicity specific identification of Pseudomonas syringae pv. syringae isolates via serology and RFLP analysis 
Von F. N iepold*) und G. Poschenrieder**) 
Zusammenfassung 
Eine Kombination  von „pathogenitätsspezifi schem" Anti­
serum , biochemischer Diagnostik (, ,B unte Reihe") und 
RFLPs (Restr iktions-Fragment-Längen-Polymorphismus) 
kann isolatspezifische Unterschiede bei der Identifizierung 
von Pseudomonas syringae pv . syringae aufzeigen . Die bis lang 
an P. syringae-Isolaten aus nekrotisiertem Blattgewebe durch­
geführten Tests zeigen , daß die Verwendung von „pathogen i­
tätsspezifischen" Antikörpern den biochemischen Nachweis 
ergänzen oder sogar ersetzen kann . Eine genauere lden t i fizie-
rung von P. syringae- I solaten ist mit der RFLP-Analyse mög­
l ich , die selbst bei scheinbar identischen P. syringae-Tsolaten 
(z . B .  Isolaten von B i rne) noch Unterschiede aufzeigen kann ,  
wenn die „pathogenitätsspezifische" DNA-Sonde verwendet 
wurde . 
Abstract 
A combination of "pathogenicity specific" antiserum ,  biochemical 
diagnostics and RFLPs (restriction fragment length polymorphism) 
was useful to identify isolate specific differences with i n  the group of 
Nach richtenbl .  Deut .  Pflanzenschutzd . ( Braunschweig) 43. 1 991 
F. N1EPOLD und G. PosCHENRIEDER, Pathogenitätsspezifische Identifizierung von Pseudomonas syringae 201 
Pseudomonas syringae pv. syringae. The tests already performed with 
P. syringae isolated from necrotized leaf tissue showed that the use of 
"pathogenicity specific" antibodies can complete or subsidize the
biochemical diagnostics. A more specific identification with P. syrin­
gae isolates can be obtained when using the RFLP analysis which even 
can distinguish between apparently identical isolates when a "pathogen­
icity specific" DNA probe is being applied. 
Einleitung 
Pseudomonas syringae pv. syringae (P. syringae) ist ein pflan­
zen pathogenes Bakterium, das in Deutschland vor allem an 
Apfel, Birne und Steinobst den sogenannten Bakterienbrand 
verursacht. Die von P. syringae befallenen Blattpartien zeigen 
innerhalb weniger Tage eine schnelle Nekrotisierung des 
Blattgewebes. In dem bereits untersuchten System P. syringae­
lsolat R32/Buschbohne (Phaseolus vulgaris L.) konnte durch 
eine künstliche Mutation (Transposon-Mutation) eine 
Mutante (PS9021) erzeugt werden, die apathogen war und sich 
in der Kolonienmorphologie deutlich vom pathogenen Wild­
typ unterschied (ANDERSON und M1LLS, 1984). Der für diese 
Mutation verantwortliche DNA-Abschnitt wurde herausklo­
niert und durch Restriktionsenzyme kartiert (N1EPOLD et al., 
1985). Inzwischen wird dieser DNA-Abschnitt hrp-Region 
genannt, weil noch weitere Gene gefunden wurden, deren 
Inaktivierung einen Verlust der Hypersensitivitätsreaktion 
und der Pathogenität ( = hrp) zur Folge hatte (L1NoGREN et 
al., 1988). Für die diagnostische Anwendung dieser DNA­
Sonden ist entscheidend, daß diese hrp-Region nur Homolo­
gien zu pathogenen P. syringae-Isolaten zeigt, nicht aber zu 
apathogenen oder saprophytischen Pseudomonaden. 
Antikörper (Ak), die gegen Gesamtzellen vom Wildtyp P.
syringae-Isolat R32 erzeugt worden waren, wurden mit der 
apathogenen Transposon-Mutante PS9021 inkubiert. Nach­
dem sämtliche mit der Transposon-Mutante PS9021 reagieren­
den Ak aus dem Antiserum herausgefällt worden waren, 
verblieben im Überstand nur noch diejenigen Ak, die den 
Tab. 1. Verwendete Bakterienstämme und Plasmide 
Stamm 
Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas syringae (P. s.) 
P.s.-Isolat R32
P.s.-Isolat 87/149
P.s.-Isolat 87/189
Eigenschaften 
apathogen für Pflanzen* 
isoliert von Bohnenblättern 
isoliert von Birnenblättern 
isoliert von Apfelbättern 
pathogenen Stamm agglutinierten (,,pathogenitätsspezifische" 
Ak), nicht aber die Mutante PS9021 (NIEPOLD und HUBER, 
1988). Die so aufgereinigten Ak wurden in einem Reihentest 
zur Identifizierung von P. syringae-lsolaten angewandt. Ziel 
der Experimente war es, neue diagnostische Methoden für die 
Praxis zu entwickeln; diese könnten die bislang üblichen Tests 
ablösen. Dabei wurden die Methoden auf eine schnelle, 
kostengünstige sowie verläßliche Identifizierung überprüft. 
Material und Methoden 
Die Bakterienisolate wurden in Rhodes-Medium (RHODES, 
1959) oder für den Agglutinationstest auf Rhodes-Agarplatten 
und King-Agar B (KING et al., 1954) kultiviert (Tab. 1). Die 
Isolierung der Bakterien aus infiziertem Blattmaterial erfolgte 
nach LELLIOTT und STEAD (1987) und ScHAAD (1988). Die auf 
King-Agar B fluoreszierenden typischen Pseudomonas-Isolate 
wurden in der „Bunten Reihe" auf ihre Stoffwechselleistungen 
untersucht. Außerdem wurden ihre „LOPAT"-Merkmale 
(Laevanbildung, Oxidase-Aktivität, Pektinase-Aktivität, 
Arginindihydrolase-Aktivität, Tabak-Hypersensitivitätsreak­
tion) nach LELLIOTT et al. (1966) festgestellt. Die als P. 
syringae identifizierten Isolate wurden danach auf Agglutina­
tion mit dem „pathogenitätsspezifischen" Ak überprüft. Die 
Gewinnung der „pathogenitätsspezifischen" Ak ist bei N1E­
POLD und HUBER (1988) beschrieben. 
Mit einem sterilen Zahnstocher wurde eine Kolonie abge­
impft und die Bakterien in 5 µI spezifischem Antiserum auf 
einem Objektträger vermischt. Nach mehrmaligem Schwen­
ken zeigt sich eine Agglutination beim Vorhandensein eines 
pflanzenpathogenen P. syringae-Isolates. Unspezifische 
Agglutination wurde mit dem Präimmunitäts-Antiserum 
(,,Null-Serum") getestet. 
Das Plasmid pOSU3105 wurde in E. coli HB101 über Nacht 
in Rhodes-Medium bei 37 °C und einer Tetracyclin-Konzentra­
tion von 12,5 µg/ml vermehrt. Die Plasmidextraktion 
Quelle 
P.s.-Isolat 87/259 
P.s.-Isolat 87/260 
P.s.-lsolat 87/306 
P.s.-Isolat 87/325 
Escherichia coli (E. co/J) HB 101 
E. coli HBI01 (p0SU3I05)
isoliert von Birnenblättern 
isoliert von Ebereschenblättern 
isoliert von Birnenblättern 
isoliert von Cotoneasterblättern 
recA, bsdR, hsd, pro, leu, Sm' 3)
RuoOLPH, 1979 
POSCHENRIEDER2), 1987 
P0SCHENRIEDER2), 1987 
PoscHENRlEDER2), 1987 
POSCHENRIEDER2), 1987 
P0SCHENRIEDER2), 1987 
Posc:HENRIEDER2), 1987 
BoYER & RouLLANo-Dusso,x, 1969 
enthält ein 8,5 kB DNA-Fragment von P.s. R32 
kloniert ins Kosmid pYKI02, Tc' 3) NJEPOLD et al., 1985 
1) DSM, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, 0-3400 Göttingen 
2) Alle Isolate wurden von PoscHENRIEDER, Bayer. Landesanstalt für Bodenkultur und Pflanzenbau, Freising, als P. syringae pv. syringae
identifiziert. Die Isolate wurden in Bayern isoliert. Herkunft der P. syringae-Isolate:
Isolat 87/149 Raum Lindau/Bodensee
87/189 Raum Kempten
87/259 Raum Würzburg
87/260 Raum Würzburg 
87/306 Raum Wasserburg 
87/325 Raum München 
3) Smr = Streptomycin-resistent, Tc,. = Tetracyclin-resistent.
* P. aeruginosa ist möglicherweise ein opportunistischer Krankheitserreger bei Pflanzen (vgl. LELLIOTI' und STEAD, 1987, S. 17). 
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(pOSU3105) für die RFLP-Analyse wurde mit der Alkali ne­
Lysis-Methode durchgeführt (MANI ATIS et al . ,  1982) . Genomi ­
sche DNA aus  Pseudomonaden-Stämmen wurde w ie  be i  N 1 E­
POLD und HuBER ( 1 988) beschrieben extrahiert . Für die Dot­
blot-Hybridisierung  wurde 1 µg chromosomale DNA von ver­
schiedenen P. syringae-Isolaten punktförmig auf Nitrozel l u­
lose (Schleicher & Schuell) aufgetragen und wie unten 
beschrieben fixiert und hybridisiert. Für die RFLP-Analyse 
wurde gereinigte chromosomale DNA (0,5 µg) der verschiede­
nen P. syringae-Isolate mit Restriktionsendonukleasen gespal­
ten (BglII, EcoRI) , in  einem 0 ,8% -Agarosegel (Sigma) nach 
Fragmentgröße getrennt  und die DNA-Fragmente auf Ni tro­
zel l ulose (Schleicher & Sch uel l )  geblottet (MAN IATIS et al . ,  
1982) . Nach Hitzefixierung der DNA (2 h bei 80 °C) wurde 
eine standardisierte Hybridisierung mi t  der 32P radioaktiv
markierten DNA-Sonde (pOSU3105) vorgenommen (MANIA­
T IS  e t  al . ,  1982) . Die radioaktiven Signale waren nach 5 bis 8 
Tagen auf einem Röntgenfi lm (Agfa) sichtbar . 
Für den Pathogeni tätstest an Bohnenpflanzen ( , ,Red Kid­
ney") wurden Bakterienkulturen in der exponentiellen Wachs­
tumsphase verwendet . Dazu wurde eine Suspension m i t  103 
Bakterienzel len/ml Phosphat-Puffer (0,01 M Na-Phosphat , pH 
7 ,2) in die Blattunterseite i nj iziert , so daß wasserdurch tränkte 
Zonen entstanden . Die Ausprägung von Symptomen wurde 3 
Tage nach der Injektion bewerte t .  Zusätzlich wurde mit jedem 
P. syringae-Isolat der Tabak-Hypersensitivitätstest nach KLE­
MENT ( 1 963) durchgeführt .
Ergebnisse u n d  Diskussion 
Mit dem „pathogenitätsspezifischen" Antiserum ,  das defi­
nierte bohnenpathogene P. syringae-Isolate eindeutig aggl uti­
n iert (N1EPOLD und Hu0ER ,  1988) , können auch P. syringae­
Isolate von anderen Wirtspflanzen identifiziert werden . Eine 
vergleichende Analyse der physiologischen und b iochemi­
schen Daten der Isolate aus i nfizierten Blättern zeigte , daß ein 
direkter Bezug zwischen einem positiven biochemischen 
Nachweis von P. syringae und einer Agglutination der „patho­
genitätsspezifischen "  Ak mit den gleichen l solaten besteh t .  
Eine unspezifische Agglut ination konnte durch den Einsatz 
von Präimmunitäts-Antiserum ( , ,Nul l -Serum") ausgesch lossen 
werden .  Zur Vere infachung und Verbill igung e ines Nachwei­
ses von pflanzenpathogenen P. syringae-Isolaten könnten in 
Zukunft diese „pathogen itätsspezi fischen" Ak zur Vortestung 
verwendet werden . 
Bei den bisher untersuchten bohnenpathogenen P. syringae­
Isolaten konnte e in  Bezug zwischen der Agglutination mit den 
„pathogenitätsspezifischen" Ak und dem Vorhandensein von 
Homologie im Chromosom mit den chromosomalen DNA­
Abschn i tten im Vektor pOSU3 105 festgestel l t  werden ,  wenn 
chromosomale DNA auf e inem Dotblot mit pOSU3 105 hybri ­
disierte (N1EPOLD ,  1 990) . Bei den von uns durchgeführten 
Testungen konnte dieser Bezug auch bei P. syringae-Isolaten 
von anderen Wirtspflanzenarten gefunden werden (Tab . 2) . 
Der Vektor ohne chromosomale DNA hybridisierte nicht 
mit  der aus den P. syringae-Isolaten extrahierten DNA.  Aller­
dings reicht diese lden tifizierungsmethode für e i ne stammspe­
zifische Einordnung von P. syringae noch nicht aus . Um diese 
stammspezifische Klassifizierung vorzunehmen , bietet sich die 
RFLP-Methode an . Diese Methode wird bereits bei der Klas­
sifizierung anderer Organ ismen mit Erfolg eingesetzt . E ine 
wesentliche Grundvoraussetzung dafür i s t  der Ei nsatz von 
spezifischen DNA-Sonden .  Durch die Klonierung des „patho­
genitätsspezifischen" DNA-Fragments (pOSU3 105) bei P.
syringae ist diese Voraussetzung erfül l t .  Die chromosomale 
Tab .  2. Biochemisch als P. syringae (P. s .)  identifizierte Isolate aus 
Blattproben verschiedener Pflanzen wurden auf Aggl ut ination und 
Hybridisation untersucht .  Die Reaktionen der „pathogenitätsspezifi ­
schen" Ak (spez .  Ak) sowie unspezifische Aggl uti nation mi t  dem 
Präimmunitätsserum (,,Nu l l-Serum") s ind als positiv ( + ) oder negat iv 
(-) aufgeführt . 
Ebenso sind die Hybridisierungssignale im Dotblot von 32P-markier­
tem p0SU3105-Yektor mit der chromosomalen DNA der e inzelnen 
lsolate als positiv ( + )  odc;r negativ (-) dargestell t .  
Das P.  s . - Isolat R32 aus  Bohnenblättern i s t  a l s  Posi t iv-Kontro l le ,  
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) als Negativ-Kontrol le ange­
geben .  
Bakterien-Isolate , ,Null-Serum" spez . Ak Dotblot 
P.s. -Isolat R32 + + 
P. aeruginosa
P. s . - Isolat 87/ 149 + + 
P.s. -lsolat 87/189 + + 
P. s . - I solat 87/259 + + 
P. s. -Isolat 87/260 + + 
P. s.- lsolat 87/306 + + 
P. s . - lsolat 87/325 + + 
DNA von ausgewähl ten P. syringae-Isolaten wurde mit 
Restriktionsendonukleasen (EcoRI , Bg/Il) geschnitten und 
mit pOSU3 105 hybrid isiert . Eine eindeutige Unterscheidung 
der DNA-Fragment-Längen bei den getesteten P. syringae­
lsolaten ist schon anhand der unterschiedlichen Größe der 
EcoRI-Fragmente möglich (Abb . 1 ) .  EcoRJ schneidet die 
chromosomale DNA im Bereich der für die Pathogen ität 
codierenden DNA- Region nur einmal , während z . B .  Bg/I r  
gleich dreimal in diesem Bereich schneidet (N1 EPOLD e t  al . ,  
1985) . So s ind beispiel sweise die EcoRI Hybridis ierungsmu­
ster (RFLP) vom Birnenisolat (P. syringae-Isolat 87/259) und 
vom Bohnenisolat (P. syringae-Isolat R32) sehr ähnl ich , wäh­
rend die von Bg/ 1 1 -geschni ttenen Fragmente dieser lsolate 
doch deutl iche Un tersch iede aufweisen (Abb . 2) . Die P. syrin ­
gae-Isolate 87/149, 87/259 und 87/306 unterscheiden sich im 
RFLP-Muster untereinander, obwohl alle drei lsolate vom 
gleichen Wirt (B i rne) isol iert wurden.  Allerdings stammen die 
lsolate aus verschiedenen Gegenden Süddeutschlands . Eine 
genetische Variabi l i tät wäre bei diesen l solaten durchaus 
erklärbar, da regionale und klimatische Unterschiede beste­
hen . Interessant wäre es zu untersuchen ,  ob P. syringae­
lsolate von i n fizierten B irnbäumen gleicher Herkunft un ter­
schiedl iche RFLPs zeigen , oder ob es tatsächl ich standortspe­
zifische P. syringae- lsolate gib t .  Auf Grund der geringfügigen 
Längenunterschiede der chromosomalen DNA-Fragmente im 
Bereich der Pathogeni täts-DNA-Region li egt die Vermutung 
nahe ,  daß sich die Pathogeni tätsmechanismen bei den I solaten 
nur geringfügig voneinander unterscheiden .  Erste vorläufige 
Pathogenitätstestungen an Bohnenpflanzen ( ,,Red Kidney") 
ergaben eine ähn l iche nekrotische Reaktion der P. syringae­
Birnenisolate an Bohnenblät tern , als wenn das bohnenpatho­
gene P. syringae-lsolat R32 mit gleicher Bakterienkonzentra­
tion ( 103 Zellen/ml) inokul iert worden wäre . Al lerdings sind 
noch weitergehende Untersuchungen" nötig , die klären sol len ,  
ob eine Verwandtschaftsbeziehung zwischen den P. syringae­
Isolaten von Birne und dem P. syringae-Isolat von Bohnen 
besteht und wie groß der Wirtspflanzenkreis für einzelne P.
syringae-Isolate ist . 
Zur Überprüfung der Anwendbarkeit des hier dargestel lten 
diagnostischen Verfahrens wurden Reihenuntersuchungen 
über vier Jahre ( 1987-1990) durchgeführt .  Es bestät igte sich , 
daß ein Bezug zur Agglutination des „pathogenitätsspezifi­
schen" Serums mit P. syringae immer dann hergestel l t  werden 
konnte , wenn der Stamm pathogen an der Wirtspflanze war , 
eine Hypersensit ivitätsreaktion an der Nichtwirtspflanze sowie 
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Abb. 1 (links). EcoRl Restriktionsanalyse der chromosomalen DNA 
von drei verschiedenen Pseudomonas syringae-lsolaten von Birne 
(P. s.-Isolat 87/149 = 2, P. s.-Isolat 87/259 = 3, P. s.-Isolat 87/306 = 4) 
und vom Bohnenisolat (P. s.-Isolat R32 = 1), die mit der Restriktions­
endonuklease EcoRI geschnitten wurde. Zur Hybridisierung wurde
32P-radioaktiv markierter pOSU3105-Vektor verwendet. Die Größe
der DNA-Fragmente von P.s.-Isolat R32 ist in Kilobasen (kb) ange­
geben. 
Abb. 2 (rechts). Der Auftragemodus sowie die für die Hybridisation 
verwendete DNA-Sonde sind die gleichen wie bei Abbildung 1 be­
schrieben. 
Die chromosomale DNA der einzelnen Isolate wurde mit der Endonu­
klease BglII geschnitten. 
eine positive biochemische Reaktion zeigte. Eine Anwendung 
dieser „pathogenitätsspezifischen" Antikörper bietet sich 
somit als eine Alternative zu herkömmlichen Tests an und 
könnte in Zukunft als ein zusätzliches Nachweisverfahren 
Eingang in die Laborpraxis finden. 
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